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RESUMO 
 
 O fígado é um órgão central do metabolismo humano, sendo 
responsável por mais de uma centena de funções que garantem a 
homeostase do indivíduo. O principal tipo celular que exerce essas 
funções é o hepatócito. A cirrose é uma condição extrema que 
acontece quando os hepatócitos começam a morrer e são 
substituídos por uma matriz de colágeno, que não exerce função 
nenhuma. Esta morte pode ser causada por diversos fatores, como 
infecções virais, abuso crônico de álcool, desordens autoimunes 
entre outros. Nesta condição, o fígado perde a capacidade de 
realizar suas funções adequadamente, causando graves danos 
sistêmicos ao indivíduo, levando inclusive a óbito. Neste trabalho 
foram analisadas amostras de sangue periférico de 62 indivíduos em 
crise cirrótica, e comparou-se esses resultados com 35 indivíduos 
saudáveis, a fim de obter resposta se há ou não diferença entre os 
grupos no que diz respeito a marcadores de dano ao DNA e de 
estresse oxidativo. Foram encontradas diferenças significativas 
entre os grupos nos parâmetros Dano Cometa (p < 0,001), Número 
de Micronúcleos (p = 0,002), Número de Pontes Nucleoplasmáticas 
(p < 0,001), Número de Brotos Nucleares (p = 0,003) e concentração 
de Substâncias que Reagem com o Ácido Tiobarbitúrico (TBARS, p 
= 0,012). Os resultados indicam que os pacientes apresentaram 
uma instabilidade genômica sistêmica, associada a um desequilíbrio 
oxidativo e reforça a ideia de que as técnicas utilizadas podem ser 
bons marcadores a serem utilizados como prognóstico para a 
condição dos indivíduos cirróticos. 
 
Palavras-Chave: Cirrose; Dano ao DNA; Estresse Oxidativo; 
Técnica Cometa; Técnica do Micronúcleo. 
  
  
 
 
  
  
 
ABSTRACT 
 
 The liver is a central organ of metabolism, accounting for 
more than a hundred functions that guarantee the individual’s 
homeostasis. The main cellular type that performs these functions is 
the hepatocyte. Cirrhosis is an extreme condition that occurs when 
the hepatocytes begin to die and are replaced by a matrix of 
collagen, which has no function at all. This death can be caused by 
several factors, such as viral infections, chronic alcohol abuse, 
autoimmune disorders, among others. In this condition, the liver 
loses the ability to perform its functions properly, causing serious 
systemic damage to the individual, leading to death. In the present 
study, peripheral blood samples from 62 individuals in a cirrhotic 
crisis were analyzed, and these results were compared with 35 
healthy individuals in order to obtain a response whether or not there 
was a difference between the groups to markers of DNA damage 
and oxidative stress. Significant differences were found between 
groups in the Comet Assay (p < 0,001), Number of Micronuclei (p = 
0,002), Number of Nucleoplasmic Bridges (p < 0,001), Number of 
Nuclear Buds (p = 0,003) and values of Thiobarbituric Acid Reactive 
Substances (TBARS, p = 0,012). The results show that the patients 
presented systemic genomic instability, associated with an oxidative 
imbalance, and reinforces the idea that the techniques used may be 
good markers of prevention of worsening of the disease in patients 
with cirrhosis. 
 
Keywords: Cirrhosis; DNA damage; Comet Assay; Micronucleus 
Assay; Oxidative Stress. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
O fígado é considerado um órgão central do metabolismo 
(Aumüller et al, 2009). Ele possui mais de uma centena de 
funções, que vão desde produzir a bile que atuará no auxílio 
da digestão de lipídeos (Jurica et. al., 2016), passando pela 
produção de hormônios e outras substâncias (Jelkmann, 
2001) e também como agente biotransformador de 
substâncias que entram no organismo pelo trato digestório 
(Gallego et. al, 2002). O tipo celular que realiza a maior parte 
das funções do órgão é o hepatócito, uma célula grande, de 
até 40 micrômetros, muitas vezes binucleada e rica em 
organelas (Krishna, 2013). Além dos hepatócitos, há outros 
tipos celulares muito importantes para a homeostase do 
órgão, como as “Pit cells”, que são macrófagos específicos 
do fígado, responsáveis pela imunidade inata do órgão e 
suas implicações. Ainda, outro tipo celular importante são as 
Células de Ito, que têm por função o armazenamento de 
lipídeos, além de secretarem colágeno no processo cirrótico 
(Wisse et al., 1997; Peng; Wisse; Tian, 2015). 
O processo cirrótico têm o seu início através da morte 
dos hepatócitos, que ao invés de serem substituídos por 
novos hepatócitos viáveis, são substituídos por colágeno. 
Com o passar do tempo e com a morte progressiva de 
hepatócitos, o fígado adquire um aspecto fibroso, perdendo 
seu arcabouço natural e não conseguindo mais realizar 
normalmente as suas funções, ocasionando danos 
sistêmicos graves, que podem levar o indivíduo a óbito. Esta 
morte dos hepatócitos pode ser em decorrência de vários 
fatores distintos, mas as principais causas são o consumo 
abusivo de álcool diariamente e por um longo período de 
tempo (Jinjuvadia, 2015), a infecção pelo vírus da hepatite B 
e a infecção pelo vírus da hepatite C. A Organização Mundial 
da Saúde (OMS) estima que só por esses dois vírus, 400 
milhões de pessoas no mundo estejam contaminadas, com 
uma estimativa de 1,4 milhões de mortes anuais. O consumo 
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pesado de álcool, ainda segundo dados da OMS, é 
responsável direto por cerca de 3,3 milhões de mortes por 
ano. Desta forma, o conhecimento correto acerca dos 
mecanismos, consequências e dos dados sobre esta 
condição podem ser considerados como questão de saúde 
pública. 
Estudos prévios começam a indicar uma ligação entre o 
desenvolvimento da doença e diversos efeitos sistêmicos que 
prejudicam a qualidade de vida do indivíduo, inclusive 
através do agravamento da condição, e que em última 
instância levam o indivíduo a óbito. Está começando a se 
relacionar o desenvolvimento da doença com maiores índices 
de dano ao DNA, maior exposição ao estresse oxidativo 
(Galicia-Moreno e Gutiérrez-Reyes, 2014), maiores níveis de 
citocinas pró-inflamatórias circulantes na corrente sanguinea 
(Clària et al., 2016), entre outros efeitos. 
Estes três fatores (dano ao DNA, estresse oxidativo e 
inflamação) estão intimamente relacionados entre si e com o 
desenvolvimento da cirrose. Está consolidada a informação 
que o fígado de um paciente cirrótico possui uma inflamação 
crônica, com seu sistema de defesa estando 
permanentemente ativado e levando à uma grande produção 
de citocinas pró-inflamatórias (Clària et al,. 2016). Esta 
inflamação crônica, por sua vez, relaciona-se com uma maior 
produção de radicais livres, o que leva ao cenário chamado 
de estresse oxidativo, cenário capaz de contribuir para a 
morbidade da doença e também para seu desenvolvimento, 
pois este pode ser responsável pela morte de mais 
hepatócitos e dos efeitos decorrentes desta morte (Pena et 
al., 2016; Zhang et al., 2016). 
Por fim, ambos os cenários (inflamação crônica e 
estresse oxidativo) estão relacionados a maiores índices de 
dano ao DNA. O DNA é a molécula mais importante da 
célula, que serve de base para a correta produção e 
funcionamento de toda a maquinaria e estrutura celular. 
Danos ao material genético são bastante graves, e podem 
levar à morte celular e ao desenvolvimento de cânceres 
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(O’connor, 2015). Por este motivo, à inflamação crônica e ao 
estresse oxidativo crônico e sistêmico começam a ser 
creditados parte importante na morbidade da cirrose (Czaja, 
2014).  
 A partir deste cenário, o presente estudo propõe-se a 
responder algumas perguntas acerca do estado oxidativo e 
dos níveis de dano de DNA em pacientes em crise cirrótica 
grave, atendidos no Hospital Universitário da Universidade 
Federal de Santa Catarina e, a partir dos resultados, discutir 
possíveis respostas.   
Quando os pacientes cirróticos davam entrada na 
emergência do HU-UFSC, amostras de sangue periférico 
eram coletadas para análise. A partir destas amostras, foram 
analisados cinco marcadores de dano ao DNA e dois 
marcadores de estresse oxidativo, a fim de verificar se a 
condição do paciente cirrótico têm alguma influência 
sistêmica no indivíduo. Ainda, foram feitas análises de 
correlação a fim de perceber-se ou não a existência de 
correlações dentre os diversos marcadores e dados obtidos 
dos indivíduos.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 
2.1 Anatomia, Histologia e Fisiologia do Fígado 
 
O fígado é um órgão de consistência macia, coloração 
marrom brilhante e escura, possuindo entre 1,5 e 2 kg, e sendo 
assim a maior glândula do corpo humano. Possui duas faces, a 
face diafragmática, que encontra-se aderida ao diafragma, e a 
face visceral. Ainda, o fígado encontra-se posicionado na região 
abdominal superior direita, e, devido à sua aderência ao 
diafragma, pode se movimentar durante o processo de 
respiração. Possui proteção da Caixa Toráxica. A sua superfície 
que não encontra-se aderida ao diafragma é revestida por uma 
camada chamada peritônio visceral, e, devido à  consistência 
macia do órgão, os demais órgãos adjacentes a ele formam 
impressões características sobre a sua superfície (Abdel-Misih; 
Bloomston, 2010; Skandalakis et. al, 2004). 
Fisiologicamente, a importância do fígado é evidenciada 
por este ser um órgão central do metabolismo, coletando os 
nutrientes provenientes do trato digestório através da veia porta 
do fígado para um novo processamento (Gallego et. al., 2002). 
Ainda, ele está envolvido na produção de glicogênio, proteínas 
plasmáticas, ácidos graxos e colesterol, liberando alguns de seus 
produtos diretamente na corrente sanguinea (Jelkmann, 2001), 
enquanto que outros, como a bile, é secretada por meio das vias 
biliares diretamente no intestino delgado (Jurica et. al., 2016). O 
fígado atua também na detoxificação de substâncias endógenas 
e exógenas (Almazroo; Miah; Venkataramanan, 2017), tendo um 
papel central na homeostase do indivíduo (Strnad, 2016). 
Histologicamente, os hepatócitos são as células mais 
importantes do órgão, e que acumulam a maior parte das 
funções. São células poliédricas, de 25 a 40 µm de diâmetro, e 
podem possuir mais de um núcleo. Seu citoplasma é rico em 
organelas, e os hepatócitos podem apresentar diferenças 
estruturais, histoquímicas e bioquímicas dependendo da sua 
localização no órgão (Krishna, 2013). Ainda, encontram-se 
presentes no fígado as Células de Kupffer, as Pit cells, as 
Células de Ito e as Células Ovais. As células de Kupffer são 
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macrófagos apresentadores de antígenos, e são capazes de 
realizar fagocitose, podendo fagocitar restos celulares, bactérias 
e/ou outros corpos estranhos que estejam ali presentes. As Pit 
cells são linfócitos específicos do fígado, tendo papel na 
imunidade inata local, atuando como Natural Killers, além de 
secretarem citocinas pró-inflamatórias e outros mediadores 
celulares – por exemplo, Fator de Necrose Tumoral α -, tendo 
estas células um importante papel no desenvolvimento da cirrose 
hepática, entre outros problemas hepáticos (Wisse et al., 1997; 
Peng; Wisse; Tian, 2015). As Células de Ito são células 
armazenadoras de lipídios, e são as responsáveis pelo aumento 
na produção e no depósito extracelular de colágeno 
característicos do quadro clínico de cirrose hepática. As Células 
Ovais são caracterizadas como células-tronco, capazes de 
promover a regeneração do parênquima hepático e das vias 
biliares intra-hepáticas após graves lesões que porventura 
acometam o órgão ou após a retirada cirúrgica de parte do fígado 
(Assy, 1998). 
 
2.2 Quadro Cirrótico 
 
 O quadro cirrótico compreende a morte de hepatócitos, 
que acabam por ser substituídos por estruturas fibrosas que não 
desempenham a função das células hepáticas originais, 
acarretando a mudança da arquitetura original do órgão e perda 
de função do mesmo caso o processo não seja interrompido 
precocemente. Esta perda de função leva o indivíduo cirrótico a 
um quadro clínico extremo, podendo acarretar inclusive a morte 
do indivíduo. Dados retirados do site do Departamento de 
Informática do SUS (DATASUS) indicam que, apenas no ano de 
2010, foram registrados 11.448 novos casos de Hepatite C e 
14.979 novos casos de Hepatite B no Brasil. Estima-se que a 
Cirrose Hepática é a causa de 1,1% de todas as mortes 
ocorridas no mundo (Silva, 2010).  
A cirrose hepática pode ser decorrente de diversas 
causas, sendo as causas mais prevalentes o abuso de álcool 
(cirrose alcoólica) e infecções virais (particularmente a Hepatite 
C). Ainda, cerca de 17% dos casos de hepatite aguda são 
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criptogênicas, isto é, de causa desconhecida (Codes, 2006), 
sendo sugeridos como possíveis causas infecções virais 
desconhecidas (Paraná, 2003), doenças metabólicas ou hepatite 
auto-imune de apresentação atípica (Czaja, 1993). 
  A hepatite alcoólica é apontada como a principal 
motivação para o desenvolvimento de cirrose, e principal motivo 
de internação entre as doenças hepáticas conhecidas 
(Jinjuvadia, 2015). O consumo de álcool, quando realizado 
diariamente e por um longo período de tempo, é capaz de 
produzir o quadro cirrótico no indivíduo, podendo chegar a 
extremos, como a necessidade de transplante de fígado ou até 
ao óbito. Estima-se que o consumo diário de mais de 60 gramas 
de etanol por indivíduos do sexo masculino e 20 gramas por 
indivíduos do sexo feminino e por um período de mais de 10 
anos podem levar os indivíduos ao quadro cirrótico apontado 
anteriormente (Silva, 2010). No mundo, doenças hepáticas 
relacionadas ao abuso do álcool são a maior causa de 
morbidade e mortalidade dentre as doenças hepáticas (Liang, 
2011; Liangpunsakul, 2011; Sandahl, 2011). 
        As hepatites virais são outra grande causa das cirroses 
hepáticas diagnosticadas, sendo a Hepatite B e a Hepatite C 
crônicas as mais importantes para o desenvolvimento do quadro 
clínico de cirrose. A Hepatite B é causada por um vírus (HBV) da 
família Hepadnavirus, e seu material genético é uma dupla fita de 
DNA (Ohno, 2015). A hepatite B é considerada uma doença 
sexualmente transmissível (DST) e sua transmissão pode ocorrer 
tanto através de ato sexual não protegido quanto pelo contato 
com material biológico proveniente de indivíduos infectados. 
Possui vacina disponível e distribuída gratuitamente pelo Sistema 
Único de Saúde (SUS) brasileiro. A Organização Mundial da 
Saúde (OMS) estima que existem atualmente 240 milhões de 
pessoas infectadas cronicamente pelo HBV, sendo que é 
estimado o número de 780 mil óbitos por ano em decorrência de 
complicações desta infecção, incluindo-se cirrose e câncer de 
fígado. 
A Hepatite C também é uma doença infecciosa, sendo 
causada pelo vírus da hepatite C (HCV). Sua transmissão é 
atribuída principalmente ao compartilhamento de agulhas e a 
transfusões sanguineas, sendo também indicado por Maheshwari 
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(2010) como um dos motivos de transmissão as práticas clínicas 
pouco seguras. A Organização Mundial da Saúde estima que a 
prevalência mundial de pessoas infectadas com o HCV 
atualmente é de 170 milhões de pessoas. O HCV é um vírus de 
RNA de fita simples, pertecente à família Flaviviridae 
(Maheshwari, 2008) e para o qual não existe vacina efetiva 
contra. 
A hepatite autoimune é caracterizada pela presença de 
autoanticorpos que causam inflamação do fígado, dentre outros 
efeitos. O fator inicial da doença é ainda desconhecido, 
entretanto, os seus desdobramentos incluem efeitos extremos, 
como a cirrose e o óbito do indivíduo (Czaja, 2015). Algumas 
doenças de etiologia ainda não totalmente elucidada, mas que 
apontam um papel do sistema imune são a Colangite 
Esclerosante (Bowlus, 2014) e a Cirrose Biliar Primária (Carey, 
2015). 
 
2.3 Dano Sistêmico Relacionado ao Quadro Cirrótico 
 
 
Como visto, o quadro cirrótico grave possui um longo 
período de tempo necessário para se estabelecer, com a 
gradativa danificação da estrutura celular hepática ao longo de, 
em média, mais de dez anos. Esta fase da doença, chamada de 
fase crônica, é acompanhada não só dos danos diretos ao órgão, 
mas também de um cenário de desequilíbrio e da presença de 
componentes danosos que afetam todo o sistema orgânico do 
indivíduo. E grande parte dos problemas apresentados estão 
relacionados à inflamação sistêmica que desenvolve-se no 
indivíduo hepático (Dirchwolf, 2015; Clària et al., 2016).  
 De acordo com a evolução da doença, outros problemas 
sistêmicos começam a aparecer. Um dos problemas 
apresentados é a diminuição da contratilidade do miocárdio, além 
de anormalidades eletrofisiológicas detectadas no coração de 
indivíduos cirróticos (Moller; Henriksen, 2008; Baik; Fouad; Lee, 
2007). Estes problemas tornam-se grandes preocupações para 
os indivíduos que se submetem ao transplante de fígado, pois 
complicações podem surgir mediadas por estes problemas, 
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inclusive este sendo motivo de óbito para vários indivíduos que 
realizam o transplante de fígado (Møller, 2012). 
 
2.4 Sangue 
 
 
O sangue é um tecido conjuntivo que tem por função 
transportar nutrientes para todo o nosso organismo, bem como 
coletar o material a ser excretado e levá-lo ao órgão de destino 
(Hamasaki; Yamamoto, 2000). Ele é líquido, de cor vermelha e, 
em sua composição, possui uma parte celular, onde estão 
presentes diversos tipos celulares, como os eritrócitos, os 
neutrófilos, basófilos, eosinófilos, linfócitos e basófilos. Ainda, 
possui fragmentos celulares que tem por função atuar na cadeia 
de coagulação frente a um estímulo, as plaquetas (Basu, 
Kulkkarni, 2014).  
Como um efeito da cirrose, há o aparecimento de um dano 
sistêmico, que pode ser observado através da análise dos 
componentes e do status do sangue periférico, sangue este que 
foi utilizado neste estudo para as análises de estresse oxidativo e 
dano ao DNA. 
 
2.5 Estresse Oxidativo 
 
A produção de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) e 
Nitrogênio (ERNs) é um processo natural nos seres vivos, e tem 
grande importância biológica, visto que estas espécies reativas 
são utilizadas durante a defesa do organismo frente à um 
patógeno invasor. Porém, a produção excessiva destas espécies 
pode desencadear diversos problemas biológicos, uma vez que 
estas espécies reagem com as mais diversas moléculas 
biológicas celulares, e são capazes de provocar danos a 
proteínas, lipídios e ao material genético, podendo levar ao 
desenvolvimento de câncer. Por isso, o nosso organismo dispõe 
de uma vasta e eficiente cadeia de enzimas e moléculas 
antioxidantes, que visam prevenir os efeitos danosos da 
produção das EROs e ERNs. Na frente de defesa enzimática 
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podemos destacar a Catalase, a Superóxido Dismutase e a 
Glutationa Peroxidase, enquanto que na frente não-enzimática 
destacamos a Glutationa Reduzida, os Carotenóides, o Ácido 
Úrico entre outros (Halliwell e Gutteridge, 2006). O cenário em 
que há um desequilíbrio entre as moléculas pró e 
antioxidadantes, com uma predominância das primeiras e em 
decorrência disto a produção de danos celulares, é chamado 
estresse oxidativo (Sies, 1985; Vasconcelos et al., 2007; Barbosa 
et al., 2010). 
Espécies Reativas de Oxigênio são moléculas, 
geralmente derivadas do O2, que possuem um elétron 
desemparelhado na sua última camada de valência, tornando 
essas moléculas altamente reativas, pois o número ímpar de 
elétrons na última camada de valência torna a molécula 
altamente instável. Entre as EROs conhecidas, podemos citar o 
Radical Superóxido (
*
O2
-
), que por uma reação de redução 
recebeu um elétron; o radical Hidroperoxila (HO2
*
), que é a forma 
protonada do radical Superóxido e é mais reativo do que o 
mesmo; e o radical Hidroxila (
*
OH
-
), que é o mais reativo radical 
conhecido e altamente danoso à estrutura e maquinaria celular, 
pois não possuímos nenhuma maquinaria ou estrutura de defesa 
contra este radical (Ferreira et al., 1997). 
O perfeito controle dos níveis de atividade das enzimas 
antioxidantes nas células é essencial para a sobrevivência do 
indivíduo. Destacam-se três enzimas que atuam no controle dos 
níveis de EROs: A superóxido dismutase (SOD), a catalase (Cat) 
e a glutationa peroxidase (GPx). Inicialmente, a SOD neutraliza 
um Radical Ânion Superóxido dismutando-o em Peróxido de 
Hidrogênio (H2O2). Porém, o peróxido de hidrogênio é capaz de 
reagir com metais de transição e formar o radical hidroxila (
*
OH
-
), 
que é o radical mais reativo produzido e que ataca as mais 
diversas moléculas celulares (DNA, RNA, proteínas, lipídios), 
podendo em um longo período de tempo causar o aparecimento 
de câncer e outras desordens à saúde (Barreiros et al., 2006). 
Deste modo, as duas outras enzimas da cadeia – catalase e 
glutationa peroxidase -, de forma independente entre si, 
catalisam a transformação do Peróxido de Hidrogênio em Água e 
Oxigênio Molecular (Gaetani et al., 1989). Neste trabalho foi 
avaliada a atividade de uma enzima que faz parte da cadeia 
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antioxidante: a enzima Catalase, que converte o peróxido de 
hidrogênio em água e oxigênio.  
Galicia-Moreno e Gutiérrez-Reyes (2014) em seu 
trabalho demonstraram que há uma possível relação entre a 
produção de radicais livres e o desenvolvimento de doença 
hepática relacionada ao abuso de álcool. Doenças autoimunes 
que levam a um quadro cirrótico também estão relacionadas com 
um quadro de estresse oxidativo (Kaffe et al., 2014), assim como 
quadros de hepatite viral (Schinzari et al., 2015). Estudos in vivo 
também indicam que o Estresse Oxidativo contribui para a 
ocorrência ou o agravamento da fibrose presente no fígado 
durante o processo cirrótico (Marcus et al., 2012).  
 
2.6 Dano ao DNA  
 
 Danos ao DNA são ocorrências naturais nos organismos 
vivos, e podem ter efeitos danosos aos organismos caso não 
sejam reparados. Um dano ao material genético da célula é 
capaz de provocar desde a parada do ciclo celular até a morte 
celular por apoptose. Em casos mais severos, genes 
supressores de tumores podem ser danificados, propiciando o 
aparecimento de mutações genômicas e câncer. Por estes 
motivos, toda uma maquinaria intracelular existe a fim de corrigir 
os eventuais erros e danos que ocorram no DNA (Tian, 2015; 
Wang, 2015). Um dano pode ter uma dentre diversas causas, 
sendo as mais comuns a administração de fármacos, a radiação 
ultravioleta, as radiações ionizantes, a produção endógena de 
radicais livres, componentes tóxicos ambientais, entre outros, 
que podem provocar instabilidade genômica e maior 
susceptibilidade à quebras do material genético (Roos, 2015; 
Marullo, 2015). 
 Há uma relação entre instabilidade genética e o 
desenvolvimento de câncer, sendo que podemos dividir as 
alterações genéticas em quatro categorias: Pequenas alterações 
de sequência causadas por substituições de bases ou inserções 
e eliminações de alguns nucleotídeos (1); Amplificações gênicas 
(2); Perdas ou ganhos de cromossomos inteiros (3) e Aberrações 
cromossômicas (4), havendo o estresse oxidativo um papel 
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fundamental principalmente nas alterações de tipo 1  (Burma et 
al., 2006; Perri, Pisconti e Scarpati, 2016). 
 Os danos mais comuns presentes no DNA são quebras 
de fita simples, quando apenas uma das fitas da dupla hélice de 
DNA é danificada, e quebras de fita dupla, quando as duas fitas 
da dupla hélice são danificadas, sendo que cada dano tem um 
mecanismo de reparo diferente.  
 Para as quebras de fita simples, o mecanismo de reparo 
é a excisão da(s) base(s) danificada(s) e a utilização da fita 
complementar não danificada como molde por parte de uma 
enzima DNA polimerase, que repara o local do dano original. 
Este é um dano relativamente simples de ser resolvido, 
normalmente não ocasionando maiores danos à célula ou ao 
indivíduo (Nakabeppu, 2014).  
 Já as quebras de fita dupla são mais prejudiciais, pois 
neste dano ambas as fitas da dupla hélice são quebradas, e o 
mecanismo de reparo pode ocorrer de duas maneiras: A primeira 
(e mais rara) é a utilização de uma cromátide-irmã como molde 
para a correta recomposição das fitas de DNA danificadas. 
Porém, este mecanismo apenas está disponível nas fases do 
ciclo celular em que há uma cromátide-irmã disponível, o que 
acontece durante a divisão celular. Na maior parte do ciclo estas 
cromátides-irmãs não encontram-se disponíveis, de modo que o 
mecanismo de reparo para as quebras de fita dupla seja a 
retirada da porção de DNA que encontra-se danificada e a 
simples reconexão das fitas. Este é um mecanismo perigoso, 
pois modificações permanentes ao DNA são incorporadas, e 
caso estas modificações ocorram em sítios relacionados à 
carcinogênese (como genes supressores de tumor), pode levar 
ao desenvolvimento de câncer (Burma, 2006; Kozak, 2009). 
 Assim, dois testes são amplamentes utilizados para a 
detecção de danos ao DNA. O ensaio cometa, que é capaz de 
detectar as quebras de fita simples e quebras de fita dupla (e, 
portanto, danos reparáveis) e a técnica do micronúcleo com 
bloqueio da citocinese, que avalia danos ao DNA já 
consolidados. 
 O ensaio cometa é bastante versátil, sendo capaz de 
detectar danos relacionados a lesões genômicas decorrentes de 
quebras de fita simples, quebras de fita dupla, eventos de reparo 
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por excisão de bases incompletas, crosslinks DNA-DNA, 
crosslinks DNA-proteínas, e formação de sítios álcali-lábeis 
(SINGH et al, 1988). Nesta técnica, o DNA migra por um gel de 
agarose durante uma corrida eletroforética, levando à 
observação dos danos descritos pela formação de uma “cauda” 
em cada célula danificada, sendo que cada célula observada 
recebe uma pontuação que vai de 0 (sem dano aparente) a 4 
(dano máximo), escala que pode ser observada na figura 1. 
 
Figura 1: Tabela de danos do ensaio cometa. 
 
Fonte: Adaptado de Villela et al., 2006 
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 A técnica de micronúcleo com o bloqueio da citocinese 
em cultura de linfócitos do sangue periférico tem a capacidade de 
detectar alguns tipos de danos ao DNA consolidados, isto é, 
após a ação de mecanismos de reparo do material genético. A 
técnica foi descrita por Fenech e Morley (1985) e através dela é 
possível observar quebras cromossômicas ou perdas de 
cromossomos inteiros, através da formação de micronúcleos, 
amplificações gênicas detectadas através da expressão de 
brotos nucleares e até divisões celulares ocorridas de forma 
errônea, com cromossomos ficando ligados aos dois núcleos 
após a divisão nuclear, sendo visível através da presença de 
pontes nucleoplasmáticas. Estas principais expressões de 
mutagenicidade têm as suas observações exemplificadas na 
Figura 2, abaixo. 
 
 
Figura 2: Principais observções de dano detectados pela técnica 
do micronúcleo. 
 
Fonte: Adaptado de Fenech et al., 2007. 
 
 Tanto os danos observados através do ensaio cometa 
quanto os observados através da técnica do micronúcleo são 
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comuns de acontecerem no nosso organismo, e normalmente 
não incidem em maiores problemas para o indivíduo. Porém, 
alguns agentes externos ou internos podem aumentar 
drasticamente o aparecimento destes danos. A produção 
endógena de radicais livres é um grande fator interno relacionado 
a estes danos, enquanto que como fatores externos podemos 
citar a presença de componentes xenobióticos no ambiente 
(Bolognesi et al., 2011; George e Shukla, 2011; Qi et al., 2012; 
Shawki et al., 2014).  
 
2.7 Resposta Imune do Fígado e Inflamação 
  
O Processo Inflamatório é um processo orgânico que tem 
seu início causado por uma infecção e/ou por uma lesão tecidual. 
Este processo é mediado pelo sistema imune inato do indivíduo, 
no qual leucócitos e macrófagos, ao receberem um estímulo, 
liberam citocinas e quimiocinas que estimulam e ativam mais 
ainda o sistema imune do indivíduo, levando a uma migração de 
células de defesa para o local afetado e aumentam a irrigação 
sanguinea local, levando aos cinco sinais clássicos da 
inflamação, a saber: Calor, Rubor, Edema, Dor e, em último 
estágio, Perda de Função (Freire; Van Dyke, 2013). 
O fígado é um órgão diferenciado no que diz respeito ao 
sistema de defesa que se encontra ali alocado. Por causa de sua 
natureza fisiológica, este possui células de defesa específicas, as 
já mencionadas Pit Cells, que são residentes do órgão. Mas 
também estão presentes outros linfócitos, macrófagos e células 
de defesa que encontram-se circulantes a todo o organismo. A 
infecção crônica pelos vírus da Hepatite B e/ou Hepatite C (HBV 
e HCV) têm a capacidade de ativar este sistema de defesa, 
levando o órgão à um processo inflamatório crônico (Debes; 
Knegt; Boonstra, 2016; Younas et al., 2017), bem como este 
processo pode ser ativado através da ingestão exagerada de 
álcool de forma crônica pelo indivíduo (Wang et al., 2012; Gao; 
Bataller, 2011). 
A inflamação crônica é um cenário em que há a 
constante ativação de células do sistema de defesa do indivíduo 
e que, como consequência, há a produção e liberação contínua 
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de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias por parte destas 
células, levando o processo a uma retroalimentação constante, e 
potencializando os seus efeitos a longo prazo. Um destes efeitos 
é o cenário de Estresse Oxidativo. A relação entre a produção de 
radicais livres e o cenário inflamatório já é muito bem descrito na 
literatura, não sendo exclusiva do quadro cirrótico que é foco 
deste trabalho (Kiasalari et al, 2017; Pena et al., 2016; Zhang et 
al., 2016; Gao et al., 2016). 
 
2.8 Relação entre Estresse Oxidativo e Dano ao DNA  
 
 O Estresse Oxidativo é caracterizado como o desbalanço 
entre a produção de Radicais Livres e a sua neutralização pelo 
sistema de defesa antioxidante presente no organismo, havendo 
um excesso na produção de Radicais Livres ou uma diminuição 
na eficiência do sistema de defesa aintioxidante do organismo, 
levando muitas vezes a um dano celular ocasionado pelo ataque 
destas moléculas a componentes celulares, como proteínas, 
lipídios e inclusive ácidos nucleicos (Sies e Jones, 2007). 
 Estudos já observaram haver uma associação entre o 
cenário de Estresse Oxidativo e o aumento dos índices de 
quebra de DNA em pesquisas realizadas em camundongos (Li et 
al.; 2016), em ratos (Ganai et al., 2016; Silveira et al., 2015) e em 
humanos (Qi et al., 2012; Shawki et al., 2014). Estes resultados 
observados são bastante plausíveis, pois as moléculas 
possuidoras de radicais livres não são seletivas ao participarem 
de uma reação que as deixe estáveis novamente, sendo 
utilizadas para esse fim de estabilização moléculas que acabam 
perdendo a sua função no metabolismo e na composição celular, 
e isto inclui o DNA presente no núcleo celular. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1  Objetivo geral 
 
O objetivo geral do presente estudo foi avaliar alguns 
parâmetros indicativos de estresse oxidativo e marcadores de 
dano de DNA no sangue de pacientes atendidos em crise 
cirrótica na Emergência do Hospital Universitário Professor 
Polydoro Ernani de São Thiago (HU-UFSC). 
 
3.2  Objetivos específicos 
 
Os objetivos específicos do presente trabalho foram os 
seguintes: 
          - Analisar a atividade de uma enzima pertencente à cadeia 
antioxidante celular (Catalase – Cat) a partir do sangue periférico de 
pacientes em crise cirrótica; 
          - Determinar a Peroxidação Lipídica Sistêmica através da 
técnica TBARS, a partir do plasma de pacientes em crise cirrótica; 
         - Analisar os índices de quebras de fita simples, quebras de 
fita dupla e de alterações estruturais sensíveis ao pH alcalino, das 
fitas de DNA, através da técnica cometa em leucócitos do sangue 
periférico de pacientes em crise cirrótica; 
          - Analisar a frequência de micronúcleos, pontes 
nucleoplasmáticas, brotos nucleares e o índice mitótico em linfócitos 
binucleados, através da técnica do Micronúcleo realizada a partir do 
sangue periférico de pacientes em crise cirrótica;          
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4 SUJEITOS E MÉTODOS 
 
Foram utilizadas nesta pesquisa amostras de sangue 
periférico de pacientes em crise cirrótica que deram entrada na 
Unidade de Emergência do Hospital Universitário Professor 
Polydoro Ernani de São Thiago (HU-UFSC). 
O número de indivíduos cooptados para este estudo foi de 
62 pacientes. O grupo controle foi constituído por 35 indivíduos 
saudáveis, escolhidos para que a média de idade, a distribuição 
de gênero e a proporção de fumantes fossem similares às 
características do grupo teste. Estes foram cooptados na unidade 
de doação de sangue do HU-UFSC, em Florianópolis, e entre 
indivíduos que se encaixavam no perfil desejado no município de 
Antônio Carlos/SC.  
Ao dar entrada no HU-UFSC, os indivíduos em crise cirrótica 
são imediatamente internados, e uma série de exames é 
solicitada pelo médico de plantão no local. Entre estes exames, 
está o exame de Ngal/Cistatina, que é exclusivo para estes 
pacientes. Desta forma, diariamente no período matutino, a fim 
de buscar pacientes que poderiam fazer parte deste estudo, 
foram realizados relatórios a partir do sistema informatizado de 
exames do HU-UFSC em busca de pacientes que tiveram 
solicitados os exames previamente citados. Quando estes 
exames eram solicitados em pacientes que se encontravam no 
quadro buscado para esta pesquisa, o paciente era incluído na 
amostra. Após concordância e assinatura do Termo de 
Consentimento pelo paciente, as amostras em questão foram 
recolhidas através de punção venosa a fim de extrair sangue 
periférico do indivíduo. Foram utilizados dois tubos para a coleta, 
sendo um tubo com Heparina e um tubo com EDTA. Em cada 
tubo foram coletados aproximadamente 4 ml de sangue 
periférico. Após a coleta, os tubos foram encaminhados ao 
laboratório, local em que foram processados conforme descrito a 
seguir. 
 Os tubos com EDTA foram processados a fim de o 
material resultante ser utilizado para as análises de estresse 
oxidativo. Para cada paciente, o material foi separado em dois 
tubos criogênicos, cada um utilizado para a sua devida análise. 
Inicialmente, misturou-se em um tubo criogênico 2 ml de água 
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destilada com 0,5 ml de sangue total a fim de obter-se o 
hemolisado, pois este lisado contém a enzima que teve a sua 
atividade analisada no estudo, sendo ela a Catalase. Os lisados 
foram armazenados em um freezer na temperatura de –80°C, a 
fim de que as enzimas ficassem preservadas até o momento da 
sua análise. Por fim, o sangue restante no tubo com EDTA foi 
centrifugado por 7 minutos a 4500 g, a fim de que o plasma do 
sangue fosse separado dos outros componentes. Este plasma foi 
acondicionado em um segundo tubo criogênico, e este também 
foi armazenado no freezer em uma temperatura de -80°C, pois 
posteriormente este material foi utilizado para a análise de 
TBARs. O restante do material do tubo com EDTA foi descartado 
em local apropriado. 
 Em um segundo momento, mas no mesmo dia da coleta, 
o sangue contido no tubo heparinizado era processado de acordo 
com o que será descrito a seguir nas técnicas de Micronúcleo e 
de Cometa. 
     
4.1 Ensaio cometa  
 
O ensaio Cometa realizado é um teste capaz de detectar 
quebras de fita simples e quebras de fitas duplas, sítios alcáli-
lábeis e crosslinks. Este método permite a observação dos níveis 
de danos ao material genético celular, através da migração do 
DNA em um gel de agarose em uma corrida eletroforética. Ele foi 
descrito inicialmente por Singh et al. (1988) e foi adaptado para 
ensaios in vivo por Tice et al. (2000), adaptação esta que foi 
utilizada neste trabalho.  
  A técnica se inicia antes mesmo da chegada do material. 
Alguns dias antes era aplicado na superfície de algumas lâminas 
de microscopia gel de agarose normal 7%, sendo estas lâminas 
colocadas em estufa para secar por 3 dias. Esta é chamada de 
pré-cobertura de agarose, e tem a importância de posteriormente 
impedir que o gel de agarose de baixo ponto de fusão que será 
aplicado caia da lâmina nas etapas subsequentes da técnica.  
No dia da chegada do material, em uma capela de fluxo 
de ar previamente esterilizada através da exposição à radiação 
UV por 15 minutos, aliquotava-se aproximadamente 100 l de 
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sangue total em um microtubo. Deste microtubo, retirava-se 5 l 
de sangue e misturava-se a 95 l de agarose com baixo ponto de 
fusão (0,07%) em um segundo microtubo. Depois, esta mistura 
era pipetada na lâmina previamente preparada com uma 
cobertura de agarose, e esta é coberta com uma lamínula, sendo 
levada à geladeira por 10 minutos, até a agarose solidificar. Após 
a solidificação da agarose low melting, retirava-se a lamínula de 
forma cuidadosa e de modo a não danificar a agarose e 
colocava-se a lâmina em uma solução de lise previamente 
preparada, sendo então esta armazenada em geladeira por 1-15 
dias. Após este tempo, as lâminas eram retiradas da solução, 
colocadas em cuba de eletroforese e imersas em uma solução 
alcalina durante 20 minutos, tempo necessário para ocorrer o 
desenovelamento das fitas de DNA e consequente exposição 
dos sítios alcali-lábeis e das quebras de fita única e dupla fita. As 
amostras então eram submetidas à eletroforese (25 V; 300 mA; 
0.9 V/cm) durante 25 minutos. Após este tempo, eram feitas 3 
lavagens em solução neutralizadora e 3 lavagens em água 
destilada, sendo as lâminas acondicionadas em estufa a 37°C 
por 2 horas. Todos os processos citados anteriormente, da 
chegada do material até o término da eletroforese, eram 
realizados sem exposição das células à luz branca, pois esta 
pode causar um aumento na quantidade de lesões na estrutura 
do DNA (Singh et al., 2002). Por fim, as lâminas são fixadas em 
solução fixadora e coradas com coloração de prata, como 
demonstrado em Nadin et al. (2001). 
Foram analisadas 100 células por indivíduo, tendo cada 
célula recebido uma avaliação de dano variando de 0 a 4, 
dependendo do tamanho da “cauda” encontrada, levando a um 
valor final por indivíduo de 0 a 400. Quanto maior este valor, há a 
indicação de um maior índice de dano ao DNA do indivíduo. A 
análise foi realizada em um microscópio de luz e em um aumento 
de 200 vezes. 
 
4.2 Técnica de micronúcleos com o bloqueio da citocinese 
celular 
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  A técnica do Micronúcleo avalia o dano ao DNA já 
estabelecido após a ação do sistema de reparo, por isso é 
considerada uma avaliação da mutagenicidade, enquanto a 
técnica do cometa avalia a genotoxicidade (dano de DNA que 
ainda pode ser reparado). A técnica foi descrita por Fenech e 
Morley, em 1985 e avalia quebras cromossômicas, perdas de 
cromossomos inteiros, amplificações gênicas expressadas 
através dos brotos nucleares.  
 Após a chegada do material coletado, o tubo 
heparinizado foi utilizado para a separação de uma alíquota, 
como descrito na técnica do cometa. Esta separação do material 
visa garantir a não contaminação da amostra por agentes 
externos ao paciente, pois para esta técnica é necessária a 
realização de cultura celular. O sangue não contaminado 
inicialmente foi misturado 0,5 ml com 4 ml de meio RPMI, 1 ml de 
Soro Bovino Fetal e 0,1 ml de Fitoemaglutinina, tudo isso em um 
tubo cônico de plástico. Após isto, colocava-se em estufa de 
cultura a 37°C por 72h. Após 44h do início da cultura, adicionava-
se 0,125 ml de Citocalasina B e devolvia-se a cultura para a 
estufa, até completar as 72h. Após esse período, a cultura era 
retirada da estufa e centrifugada por 7 minutos a 4500 g. O 
sobrenadante era descartado e o pellet era ressuspendido em 5 
ml de uma solução hipotônica de KCl por 7 minutos. Ao fim deste 
tempo, era adicionado 0,5 ml de solução fixadora e o tubo era 
novamente centrifugado por 7 minutos a 4500 g. O sobrenadante 
era retirado e eram realizadas duas lavagens do pellet com 
solução fixadora. Por fim, era adicionado 5 ml de solução 
fixadora e o tubo ficava em geladeira por no mínimo 24 horas. 
Após este período, pingava-se duas gotas de material em uma 
lâmina de microscopia limpa e esperava-se secar. Então, a 
lâmina recebia uma solução de 20% de corante GIEMSA durante 
3 minutos. A análise foi feita contando o número de eventos que 
ocorrem em cada paciente após a análise de 1000 linfócitos 
binucleados em microscópio óptico em um aumento de 200 
vezes, sendo os eventos confirmados em aumento de 1000 
vezes. 
 Ainda, foi realizado o cálculo para se determinar o Índice 
Mitótico, como descrito por Fenech (2007). Para isto, foram 
contabilizadas por paciente 500 células, sendo discriminados os 
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números de células encontradas com apenas um núcleo, células 
com dois núcleos, três núcleos e quatro núcleos. Ao fim da 
contagem de 500 células, foi realizado o cálculo descrito a 
seguir: IM = [N Mono + (2*NBi) + (3*N Tri) + (4*N Tetra)]/500. De 
forma extensa, podemos descrever o cálculo como sendo o 
Número de células Mononucleadas mais Duas vezes o número 
de células Binucleadas mais Três vezes o número de células 
Trinucleadas mais Quatro vezes o número de células 
Tetranucleadas, tudo isso dividido por 500. 
 
4.3 TBARS 
 
Para esta análise, foi utilizado o método descrito por Bird 
e Draper. (1984). A peroxidação lipídica do tecido permite o 
aparecimento de substâncias que reagem com o ácido 
tiobarbitúrico, formando uma coloração rosa e que é mensurada 
por meio espectrofotométrico.  
Inicialmente, misturou-se 1 ml de Ácido Tricloroacético 
(TCA) e 100 µl de plasma e agitou-se em um agitador de tubos. 
Depois, adicionou-se 900 µl de tampão TRIS-HCl 60 mm, pH 7,4, 
1 ml de Ácido Tiobarbitúrico (TBA – 0,73%) e agitou-se 
novamente o tubo em um vortex. Depois, os tubos foram fervidos 
a 100°C em banho-maria durante uma hora. Nesta etapa ocorre 
a reação entre o TBA e os produtos da lipoperoxidação, 
formando uma base de Schiff de coloração rosa (Bird & Draper, 
1984). Para o preparo do “branco”, que foi usado para descontar 
a absorbância normal dos reagentes, utiliza-se os mesmos 
volumes acima mencionados, mas ao invés de amostra utiliza-se 
água destilada, além deste não ser fervido. 
Após a fervura das amostras centrifugou-se tudo a 4500 
g durante 3 minutos e retirou-se 200 µl de sobrenadante, sendo 
este utilizado para a leitura espectrofotométrica em um 
comprimento de onda de 535 nm. Após o desconto do branco e o 
cálculo da concentração de substâncias, os valores foram 
expressos em ŋmol.mL-1. 
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4.4 Catalase 
 
A determinação da atividade da Catalase foi realizada 
conforme o método descrito por Aebi (1984). O método consiste 
na quantificação da velocidade do consumo do peróxido de 
hidrogênio (H2O2) pela enzima presente na amostra em uma 
solução medida espectrofotometricamente durante 5 minutos a 
240 nm. Para a realização do ensaio utilizou-se uma solução de 
peróxido de hidrogênio 10 mM em tampão fosfato 50 mM com pH 
7,0. Em uma microplaca de 96 poços especial para a leitura em 
UV, adicionou-se 5 µL de amostra. Por fim, adicionou-se 200 µL 
de solução de peróxido de hidrogênio e imediatamente iniciou-se 
a leitura cinética. A leitura ocorre durante 5 minutos, e por fim o 
coeficiente de decaimento da curva é utilizado para calcular a 
atividade da enzima. O valor de atividade enzimática obtido foi 
expresso em mmol*min
–1
*mg
–1
. 
 
4.5 Análise Estatística 
 
Os dados foram analisados no programa SPSS 22.0. 
Para a análise de normalidade na distribuição dos dados entre os 
grupos foram realizados os testes de Shapiro-Wilk quando o 
número de indivíduos no grupo analisado foi menor do que 50 e 
o teste de Kolmogorov-Smirnov quando o número de indivíduos 
no grupo analisado foi maior do que 50. Para cada variável, foi 
realizado o teste U de Mann-Whitney ou o teste t de Student para 
verificar se há diferença estatística significativa entre a 
distribuição de valores entre os grupos ou se há diferença 
significativa entre as médias dos grupos, respectivamente. Ainda, 
no grupo de pacientes cirróticos, as diferentes variáveis foram 
utilizadas para verificar se há alguma correlação entre si, através 
da análise de Correlações de Spearman. 
 
4.6 Aspectos Éticos 
 
 O presente trabalho faz parte de um grupo de pesquisa 
que tem como objetivo avaliar marcadores de prognósticos em 
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portadores de cirrose hepática. O grupo é coordenado pelo Prof. 
Dr. Leonardo de Lucca Schiavon, e está aprovado no Comitê de 
Ética em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da 
Universidade Federal de Santa Catarina sob o Certificado N° 
1822 emitido em 28 de Fevereiro de 2011, como pode ser 
observado no Anexo I. Todos os participantes assinaram um 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) indicando 
que há autorização por parte dos mesmos para o uso do material 
coletado para fins de pesquisa científica. 
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5 RESULTADOS  
 
5.1 Características Descritivas  
 
Após a cooptação de pacientes ocorrida nos primeiros 
meses do ano de 2015 para o presente estudo, chegou-se 
ao número final de 62 pacientes incluídos no grupo 
pesquisado. Estes 62 indivíduos, que chegaram em crise 
cirrótica no HU-UFSC, chegaram a este cenário extremo 
motivados pelos mais diversos fatores, sendo possível 
determinar a etiologia que levou ao quadro cirrótico. Desta 
forma, chegamos ao resultado de 17 indivíduos 
exclusivamente causados pelo álcool, 5 indivíduos apenas 
com Hepatite B, 14 indivíduos apenas com Hepatite C, 8 
indivíduos motivados pelo álcool e por Hepatite C, 2 
indivíduos motivados pelo álcool, Hepatite B e Hepatite C, 2 
indivíduos com Hepatite Autoimune, 2 indivíduos com 
Cirrose Biliar Primária, 6 indivíduos com Hepatite 
Criptogênica, 3 indivíduos com Esteatohepatite, 1 com 
Colangite Esclerosante e 2 indivíduos com 
esquistossomose. A distribuição acima mencionada pode ser 
observada na Figura 3. 
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Figura 3: Distribuição dos pacientes de acordo com a etiologia da 
sua doença. 
 
Fonte: O Autor. 
Ao dividir os participantes do estudo por sexo, obtivemos 
a presença de 40 (64,52%) Homens e de 22 (35,48%) 
Mulheres.  
Um dado interessante pode ser notado relativo ao sexo 
dos indivíduos participantes do estudo. Quando o álcool é ao 
menos uma das etiologias da cirrose dos participantes do 
estudo, há uma grande incidência de homens, enquanto que 
a incidência de mulheres é quase nula. Expressando de 
forma numérica, ao se considerar os indivíduos presentes 
nos 3 grupos que possuem álcool como ao menos uma das 
etiologias, chegamos ao número de 27 indivíduos. Destes, 
25 (92,59%) são homens, enquanto apenas 2 (7,41%) são 
mulheres. Quando são consideradas todas as etiologias que 
não contém álcool como um dos componentes, chegamos 
aos números de 35 indivíduos, sendo 14 (40%) homens e 21 
(60%) mulheres. A figura 4 demonstra estes resultados 
graficamente. 
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Figura 4: Relação entre o álcool e o sexo dos indivíduos do grupo 
de estudo. 
 
Fonte: O Autor. 
 
Analisando estes dados de outra forma, dos 40 homens 
presentes no estudo, 25 (62,5%) têm pelo menos uma das 
etiologias sendo a ingestão de Álcool, enquanto que ao 
analisar as 22 mulheres presentes no estudo, apenas 2 
(9,1%) posuem pelo menos uma das etiologias a ingestão de 
Álcool. Estes dados são observados na Figura 5. 
 
Figura 5: Distribuição da etiologia "álcool" dentre os sexos no 
grupo de estudo. 
 
Fonte: O Autor. 
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Ao analisar-se os dados relativos ao tabagismo do grupo 
total em estudo, chegamos ao número de 19 (30,6%) 
atualmente fumantes, 13 (21%) indivíduos que já fumaram 
no decorrer da vida, mas neste momento não são mais 
fumantes, e 29 (46,8%) indivíduos que nunca fumaram. Um 
indivíduo (1,6%) não foi possível obter esta informação. Os 
dados se encontram graficamente expressos na Figura 6. 
 
Figura 6: Números relacionados ao tabagismo no grupo de 
estudo. 
 
 Fonte: O Autor. 
 
Ainda explorando os dados relativos ao tabagismo do 
grupo amostral, quando leva-se em consideração o sexo dos 
indivíduos, dos 19 indivíduos fumantes, 18 (94,74%) são 
homens, enquanto que apenas 1 (5,26%) é mulher. Dos ex-
fumantes, dentre os 13 indivíduos, 9 (69,3%) são homens e 4 
(30,7%) são mulheres. Entre os não fumantes, dos 29 indivíduos, 
12 (41,48%) são homens e 17 (58,52%) são mulheres. O gráfico 
expressando estes dados pode ser observado na Figura 7. 
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Figura 7: Distribuição dos sexos em relação ao tabagismo no 
grupo de estudo. 
 
Fonte: o Autor. 
 
 No que diz respeito às idades do grupo de pacientes 
cirróticos, a média do grupo ficou em 56,05 anos, com desvio 
padrão de 9,5. A mediana do grupo ficou em 57 anos, com o 
valor mínimo sendo 24 e o máximo 78. 
 Quando se faz a estatística descritiva do grupo controle, 
chegamos a um número de 35 indivíduos. A média de idade do 
grupo é de 52,11 anos, com desvio padrão de 13,28. A mediana 
de idade é 53, com o valor mínimo sendo 26 e o máximo 78. No 
quesito tabagismo, temos 5 fumantes e 30 não fumantes. Ainda, 
o grupo controle possui 17 homens e 18 mulheres. 
 Os valores mais relevantes dos parâmetros analisados 
podem ser observados abaixo, nas tabelas 1 e 2. Na tabela 1 
podem ser observados os valores do grupo controle, e na tabela 
2 estão descritos os valores do grupo de pacientes cirróticos. 
 
5.2 Estatística Indutiva 
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5.2.1 Micronúcleos, Pontes Nucleoplasmáticas e Brotos 
Nucleares 
 
 Após o processamento das amostras e da realização da 
Técnica de Micronúcleo, chegamos ao número de 49 indivíduos 
analisados no grupo de pacientes cirróticos e 35 indivíduos no 
grupo controle. Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk a fim de 
determinar se a distribuição dos dados nos grupos era normal. 
Com um p < 0,05 em ambos os grupos e para as três variáveis, 
chegou-se à conclusão que a distribuição dos dados não é 
normal para nenhuma das variáveis e em nenhum dos grupos. 
Desta forma, para determinar se há diferença estatística 
significante entre a distribuição de valores em cada grupo e para 
cada variável, procedeu-se a realização do Teste U de Mann-
Whitney. 
 No que diz respeito ao número de micronúcleos, o grupo 
de pacientes apresentou valores de média de 14,75±5,47 
micronúcleos. Já no grupo controle, a média ficou em 10,54±5,68 
micronúcleos. Os dados não possuem distribuição normal, e o 
teste de hipótese utilizado foi o teste U de Mann-Whitney. O valor 
de p encontrado foi de p < 0,01, indicando que há diferença 
estatística significativa entre a distribuição de valores nos dois 
grupos, com os valores no grupo dos pacientes cirróticos sendo 
maiores do que os valores do grupo controle. O gráfico pode ser 
observado abaixo, na figura 8. Ainda, na figura 9, temos 
amostras fotográficas de alguns micronúcleos encontrados por 
mim durante a análise das lâminas.   
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Figura 8: Valores de mediana, quartis e limites da variável 
número de micronúcleos 
 
. Os valores outliers são indicados por pontos. O p encontrado foi 
de p < 0,01 (**).Fonte: O Autor. 
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Figura 9: Imagens de micronúcleos (setas) encontrados no grupo 
de pacientes.  
 
Fonte: O Autor. 
 
Para a variável número de pontes nucleoplasmáticas, 
encontramos no grupo de pacientes cirróticos uma média de 
3,37±1,64 pontes. Já no grupo controle, a média do número de 
pontes ficou em 0,314±0,631. Os dados não possuem 
distribuição normal, e o teste de hipótese utilizado foi o teste U 
de Mann-Whitney. O valor de p encontrado foi de p < 0,001. O 
gráfico pode ser observado na figura 10, abaixo. Na figura 11, 
temos a documentação fotográfica de dois exemplos 
encontrados de pontes nucleoplasmáticas.  
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Figura 10: Valores de mediana, quartis e limites da variável 
número de pontes nucleoplasmáticas.  
 
Os valores outliers são indicados por pontos. O p 
encontrado foi de p < 0,001 (***). Fonte: O Autor. 
 
 
Figura 11: Imagens de pontes nucleoplasmáticas (setas) 
encontradas no grupo de pacientes.  
 
Fonte: O Autor. 
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 Ainda em relação ao teste do micronúcleo, obtivemos 
uma média de 3,98±2,5 brotos nucleares no grupo de pacientes 
cirróticos. Já no grupo controle, a média encontrada foi de 
2,31±1,57. Os dados não possuem distribuição normal, e o teste 
de hipótese utilizado foi o teste U de Mann-Whitney. O p 
encontrado foi de p < 0,01. O gráfico pode ser observado abaixo, 
na figura 12. Na figura 13, temos a documentação fotográfica de 
dois exemplos encontrados de brotos nucleares. 
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Figura 12: Valores de mediana, quartis e limites da variável 
número de brotos nucleares.  
 
        O p encontrado foi de p < 0,01 (**). Fonte: O Autor. 
 
Figura 13: Imagens de brotos nucleares (setas) encontrados no 
grupo de pacientes.  
 
Fonte: O Autor. 
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5.2.2 Índice Mitótico 
 
 Para o cálculo do Índice Mitótico, foi utilizada a fórmula 
descrita na metodologia. Para constar, a fórmula é a seguinte: IM 
= [N Mono + (2*NBi) + (3*N Tri) + (4*N Tetra)]/500, onde IM é 
igual ao Índice Mitótico, N Mono é igual ao Número de Células 
Mononucleadas, N Bi é igual ao Número de Células Binucleadas, 
N Tri é igual ao Número de Células Trinucleadas e N Tetra é o 
Número de células Tetranucleadas.  
 No grupo de pacientes cirróticos, a média encontrada no 
valor do Índice Mitótico foi de 1,59±0,131. Já no grupo controle, a 
média encontrada foi de 1,61±0,215. Os dados possuem 
distribuição normal, e o teste de hipótese realizado foi o teste t de 
Student. Após a análise estatística, o p encontrado foi maior do 
que 0,05. 
 
 
Figura 14: Gráfico de média e desvio padrão da variável Índice 
Mitótico.  
 
Valor de p encontrado foi de p > 0,05. Fonte: O Autor. 
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5.2.3 Teste Cometa 
 
 Após a análise dos resultados do Teste Cometa, 
chegamos ao número de 42 pacientes analisados do grupo de 
cirróticos. O grupo controle contou com 35 indivíduos. A média 
da pontuação de dano no grupo de pacientes cirróticos ficou em 
21,17±14,93. No grupo controle, a média de dano encontrada foi 
de 8,8±14,83. Os dados não possuem distribuição normal, e o 
teste de hipótese utilizado foi o teste U de Mann-Whitney. O valor 
encontrado de p foi p < 0,001. O gráfico pode ser observado 
abaixo, na figura 15. Ainda, a figura 16 mostra a distribuição de 
porcentagens de cada classe de dano em cada grupo analisado. 
 
Figura 15: Gráfico indicando a mediana, quartis e limites da 
variável dano total ao DNA.  
 
Os valores outliers são indicados por pontos.  O valor de p 
encontrado foi de p<0,001 (***). Fonte: O Autor. 
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Figura 16: Gráfico indicando as porcentagens de cada classe de 
dano encontrado no teste cometa. 
 
Fonte: O Autor. 
 
5.2.4 TBARS 
 
 Após a análise das substâncias resultantes da 
peroxidação lipídica que reagem com o ácido tiobarbitúrico, 
chegou-se à análise de 58 indivíduos no grupo cirrótico e 34 
indivíduos no grupo controle. O valor médio encontrado para o 
grupo de pacientes foi de 6,64±3,12 ŋmol.mL-1. Já o valor médio 
encontrado para o grupo controle foi de 4,98±3,73 ŋmol.mL-1. Os 
dados não possuem distribuição normal, e o teste de hipótese 
utilizado foi o teste U de Mann-Whitney. O valor de p encontrado 
foi de p < 0,05. O gráfico com mediana e quartis pode ser visto 
na figura 17. 
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Figura 17: Gráfico indicando a mediana, quartis e limites da 
variável TBARS.  
 
           O valor de p encontrado foi de p<0,05 (*). Fonte: O Autor. 
 
5.2.5 Catalase 
 
 Para a análise da Catalase, chegou-se ao número final 
de 49 indivíduos analisados no grupo de pacientes cirróticos e 12 
indivíduos analisados no grupo controle. A atividade encontrada 
no grupo de pacientes foi de 0,0158±0,025 mmol.min
-1
.mg
-1
. No 
grupo controle o valor médio encontrado foi de 0,0082±0,007 
mmol.min
-1
.mg
-1
. Os dados não possuem distribuição normal, e o 
teste de hipótese utilizado foi o teste U de Mann-Whitney. O valor 
de p encontrado foi de p = 0,11. O gráfico pode ser observado 
abaixo, na figura 18.  
 
Figura 18: Gráfico indicando a mediana, quartis e limites da 
62 
 
 
 
atividade da catalase.  
 
Os valores outliers são indicados por pontos.  Valor de p = 0,11. 
Fonte: O Autor.  
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5.2.6 Correlações 
 
 Para a análise de correlações entre as diferentes 
variáveis do grupo de pacientes cirróticos, foi utilizado o teste de 
Correlações de Spearman. Foram encontradas correlações entre 
os valores de TBARS e o número de pontes, o número de pontes 
e o número de brotos nucleares, o valor de índice mitótico e o 
número de brotos nucleares. Além disso, foi encontrada uma 
tendência de correlação entre o valor de TBARS e o número de 
brotos nucleares. 
 Entre o TBARS e o número de pontes, foi encontrada 
uma correlação regular, com o valor de r sendo 0,315 e o valor 
de significância sendo 0,035. Entre TBARS e o número de buds, 
houve um valor de significância encontrado de 0,066, indicando 
uma tendência de significância, e com o valor de r encontrado de 
0,27, o que configura uma tendência de correlação regular. Entre 
o número de pontes e o número de brotos nucleares, o valor de 
significância encontrado foi de 0,000067, e o valor de r 
encontrado foi de 0,53, indicando uma correlação moderada 
entre as variáveis. Por fim, a última correlacção encontrada foi 
entre o valor de índice mitótico e o número de buds, com o valor 
de significância sendo de 0,003, e o valor de r encontrado de -
0,412, indicando uma correlação negativa entre os fatores. Os 
demais testes de correlações realizados não encontraram 
valores significantes. A Tabela 1, abaixo, resume os valores 
significantes encontrados. Ainda, na tabela 2, pode-se observar o 
resumo de todos os valores e significâncias encontradas. 
 
Tabela 1: Tabela de correlações com os valores mais 
significativos.  
Tabela de Correlações 
 Pontes/ 
TBARS 
TBARS/ 
Brotos 
Pontes/ 
Brotos 
Índice Mitótico/ 
Brotos 
Significância 
 
0,035* 0,066 0,000067* 0,003* 
Valor de r 
 
0,315 0,27 0,53 -0,412 
*Diferença estatística significativa  
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Tabela 2: Valores estatísticos encontrados em ambos os grupos de estudo. 
    Resumo dos valores encontrados  
 Número 
Indivíduos 
Média Desvio 
Padrão 
Mediana Valor 
Mínimo 
Percentil 
25 
Percentil 
75 
Valor 
Máximo 
Significância 
Idade 62/35 
 
56,05/ 
52,11 
9,51/ 
13,3 
57/53 24/26 50/44 63,25/ 
62 
78/78  
Micro-
núcleos 
49/35 
 
14,75/ 
10,54 
5,47/ 
5,68 
14/11 4/3 10,5/5 17,5/14 29/29 0,002* 
Pontes 49/35 
 
3,37/ 
0,314 
1,64/ 
0,63 
3/0 1/0 2/0 5/0 6/2 0,000* 
Brotos 49/35 
 
3,98/ 
2,31 
2,5/1,57 3/2 0/0 2/1 6/3 10/6 0,003* 
Índice 
Mitótico 
49/35 1,58/ 
1,61 
0,13/ 
0,21 
1,57/ 
1,59 
1,25/ 
1,23 
1,50/ 
1,45 
1,69/ 
1,75 
1,92/ 
2,17 
0,552 
Cometa 42/39 
 
21,16/ 
8,8 
14,93/ 
14,8 
17/4 2/0 10,75/1 31,25/ 
11 
62/76 0,000* 
TBARS 58/34 
 
6,64/ 
5,10 
3,00/ 
3,03 
5,87/ 
4,52 
2,33/ 
1,55 
4,13/ 
2,51 
9,24/ 
6,42 
15,47/ 
11,84 
0,012* 
Catalase 49/35 
 
0,016/ 
0,008 
0,025/ 
0,007 
0,010/ 
0,005 
0,00009/ 
0,0003 
0,006/ 
0,004 
0,017/ 
0,011 
0,178/ 
0,023 
0,11 
As informações estão organizadas do modo Pacientes/Controles. A presença de * indica diferença estatística encontrada.  
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6 DISCUSSÃO 
 
Com exceção dos resultados de Índice Mitótico e da 
atividade da Catalase, em todos os demais resultados foi 
possível observar diferença estatística significativa na 
distribuição de valores entre o grupo controle e o grupo de 
pacientes cirróticos. 
Além destes resultados estarem de acordo com a literatura, 
faz todo sentido biológico a observação destas diferenças. Como 
citado anteriormente neste trabalho, o fígado é um órgão 
considerado essencial para a homeostase do indivídiuo, pois tem 
inúmeras funções dentre os milhares de processos fisiológicos 
que acontecem no nosso organismo. É esperado que um dano 
tão grave quanto o que ocorre em pessoas cirróticas produza 
consequências no organismo do indivíduo, não ficando esses 
efeitos confinados ao fígado.  
Um dos efeitos observados em outras pesquisas, e que 
possui implicações diretas sobre as premissas deste estudo, é a 
existência de inflamação crônica tanto no órgão quanto 
sistêmica. Em uma revisão feita por Martínez-Esparza et al., 
publicada em novembro de 2015, foram verificados trabalhos 
realizados em humanos apenas e que verificaram o status 
inflamatório local e sistêmico do indivíduo. O trabalho focou em 
duas etiologias para a cirrose dos indivíduos: a infecção pelo 
HCV e o consumo abusivo de álcool. Os trabalhos encontrados 
publicados são coerentes entre si, e indicam que há sim um 
status inflamatório diferenciado nesses pacientes. Encontrou-se 
diversas citocinas pró-inflamatórias em níveis elevados nos 
indivíduos cirróticos, tanto nos portadores de uma ou de outra 
etiologia citada. Foram encontrados níveis elevados de Fator de 
Necrose Tumoral – α, Interleucina 6, Interleucina 17, fatores anti-
inflamatórios e fatores produzidos em resposta a danos, como a 
Galectina. Já Clària e colaboradores (2016) analisaram os níveis 
de 29 citocinas presentes no plasma de indivíduos cirróticos, 
além do estado redox dos indivíduos, e compararam com um 
grupo de indivíduos saudáveis, mostrando que indivíduos 
cirróticos possuem níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias 
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circulantes e de dano oxidativo quando comparados com o grupo 
controle.  
 Esses resultados encontram-se dentro do esperado, pois 
quando há uma infecção por algum agente externo (neste caso 
pelo HCV), há a ativação da resposta imune, a fim de combater a 
infecção. Porém, esse desenvolvimento é lento, mas contínuo, 
implicando em uma ativação constante do sistema de defesa do 
organismo, e com a produção de citocinas ocorrendo de forma 
contínua. Como o desenvolvimento da infecção por HCV (e por 
HBV também) é um processo lento, e que pode levar anos até os 
seus efeitos danosos serem sentidos, há a existência desta 
inflamação persistente por muito tempo, levando os seus efeitos 
a serem sentidos e possíveis de serem mensurados de forma 
sistêmica. O mesmo ocorre com a cirrose alcoólica, porém de 
maneira diferente. O consumo abusivo de álcool de forma diária 
leva os hepatócitos a uma morte traumática, com a consequente 
deposição de colágeno nos locais antes ocupados por 
hepatócitos viáveis. Esta morte, em geral com fenótipo necrótico, 
ativa as células de defesa do indivíduo. Como este é um 
processo que, em geral, leva mais de dez anos para seus efeitos 
serem sentidos pelo indivíduo, pode-se verificar que há a 
existência de fatores indicativos de inflamação crônica, tanto 
local quanto sistêmica. Esta cascata de eventos (morte dos 
hepatócitos - ativação do sistema de defesa - inflamação crônica) 
é observada no processo cirrótico independente da etiologia 
existente, sendo agravada nos casos de infecção por HBV e 
HCV. 
 Sendo assim, a inflamação crônica é uma peça chave do 
trabalho, pois é por consequência dela que outros diversos 
efeitos são observados nas células do indivíduo. A começar pelo 
estresse oxidativo. 
 O estresse oxidativo, como descrito anteriormente, é o 
desbalanço entre a existência de moléculas pró e antioxidantes, 
com o predomínio das moléculas pró-oxidantes. Os importantes 
agentes responsáveis por este cenário são as moléculas 
antioxidantes, sendo as mais importantes as enzimas de defesa 
antioxidante, as quais podemos citar a Superóxido Dismutase, a 
Catalase e a Glutationa Redutase, e as moléculas pró-oxidantes, 
com o predomínio dos radicais superóxido e hidroxila.  
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 Há descrito na literatura, em outras patologias e 
condições, uma relação estreita entre a existência de inflamação 
crônica e o cenário de estresse oxidativo. O cenário de estresse 
oxidativo, por sua vez, está relacionado ao aumento da atividade 
das enzimas antioxidantes em resposta ao aumento da produção 
de radicais livres (Vasconcelos et al., 2007). 
 Por este motivo, este trabalho partiu do pressuposto que 
seriam encontradas diferenças na atividade enzimática das 
enzimas da cadeia antioxidante presente nas células do sangue 
periférico de indivíduos cirróticos em comparação com indivíduos 
saudáveis, o que faria uma interface entre o estado de 
inflamação crônica e sistêmica que existe nesses indivíduos e os 
seus efeitos a longo prazo. Ainda, os danos decorrentes do 
estresse oxidativo podem ser mensurados através da medida de 
substâncias decorrentes da lipoperoxidação que reagem com 
ácido tiobarbitúrico (TBARS). Essas substâncias são produzidas 
em decorrência do estresse oxidativo, e quanto mais são 
produzidas, maior o estresse oxidativo a que o sujeito está 
exposto. 
 Para este trabalho, foi possível analisar apenas uma 
enzima da cadeia antioxidante, a Catalase, além de ser realizada 
a técnica TBARS. Esperava-se que houvesse diferença entre os 
grupos na atividade enzimática, bem como uma maior 
concentração de substâncias decorrentes da lipoperoxidação, 
ambos os casos com números maiores no grupo de pacientes 
cirróticos. 
 Para a técnica TBARS foi encontrada diferença 
estatística significativa entre os grupos. Houve, com um p < 0,05, 
uma diferença na distribuição de valores entre o grupo controle e 
o grupo de pacientes cirróticos. Esse resultado corrobora o que é 
encontrado na literatura, pois esses danos avaliados são 
decorrentes da peroxidação lipídica, que é um marcador de 
estresse oxidativo. Resultados semelhantes foram encontrados 
em estudos que induziam a cirrose em ratos (Ferrari et al., 2013) 
e em humanos com a doença, sendo cada estudo realizado com 
uma etiologia diferente (Aboutwerat et al., 2003; Guo, Chen e Ko, 
2013; Zhao et al., 2011).   
 Por outro lado, a análise da atividade da enzima Catalase 
não encontrou diferença na distribuição de valores entre o grupo 
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controle e o grupo de pacientes cirróticos. Foi encontrado um 
valor de p = 0,11, o que nos obriga a aceitar a hipótese nula, de 
ausência de diferença entre os grupos. A literatura, por sua vez, 
apresenta resultados conflitantes para a atividade desta enzima. 
Um estudo de 2002, de Agnieszka Szuster-Ciesielska com 
pacientes em cirrose alcoólica compensada e pacientes com 
cirrose alcoólica descompensada mostrou aumento na atividade 
da catalase apenas no grupo de pacientes com cirrose 
compensada, não mostrando diferenças na comparação entre o 
grupo de pacientes com cirrose descompensada e o grupo 
controle. Já Mansurova et al. (2005), em um estudo com 
pacientes com cirrose causada por infecção pelo HCV e 
Namiduru et al. (2010), que utilizou como sujeitos de pesquisa 
indivíduos com cirrose causada pela infecção por HCV ou HBV, 
em ambos os estudos, detectaram a diminuição na atividade da 
Catalase nos grupos de pacientes cirróticos. Aliás, não apenas 
na atividade da catalase, mas também na atividade de diversas 
outras enzimas da cadeia antioxidante, enquanto que os 
marcadores de dano ocasionado por estresse oxidativo 
encontrados encontravam-se aumentados.  
 Em contrapartida, em um estudo realizado por Mirelle 
Farias e outros (2012) nesta mesma Universidade, foram 
avaliados marcadores de estresse oxidativo e a atividade de 
enzimas da cadeia antioxidante de indivíduos cirróticos e 
infectados por HCV revelou um aumento na atividade das 
enzimas da cadeia antioxidante Superóxido Dismutase, Catalase 
e Glutationa Peroxidase nessas pessoas. Ainda, este estudo 
realizou suplementação vitamínica na dieta desses indivíduos 
durante seis meses, com a adição de Vitamina C, Vitamina E e 
zinco. Após, foi novamente avaliada a atividade enzimática das 
enzimas acima mencionadas, e encontrou-se redução na 
atividade de todas elas, indicando que a suplementação 
vitamínica contribuiu para a atenuação do cenário de estresse 
oxidativo a que estes pacientes estão submetidos. 
 Como mencionado, este estudo teve a possibilidade 
apenas de estimar a atividade enzimática da Catalase, não 
sendo encontrados valores com significativa diferença entre os 
grupos. Porém, dos 97 indivíduos divididos nos dois grupos, 
apenas foi possível fazer a análise de 61 indivíduos, sendo 
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apenas 12 do grupo controle. Este baixo número de análises 
realizadas pode ser responsável pela ausência de diferença 
estatisticamente significante entre os grupos, visto que o p 
encontrado foi de 0,11.  
Em adição a esses resultados, temos a medição de cinco 
parâmetros que podem indicar efeitos genotóxicos relacionados 
ao desenvolvimento da cirrose. O primeiro parâmetro a ser 
discutido é o obtido através da técnica do cometa, que mede os 
níveis de quebras de fitas simples e de fitas duplas no DNA de 
linfócitos do sangue periférico dos indivíduos. O resultado 
encontrado foi que a distribuição de dados foi estatisticamente 
diferente entre os dois grupos, sendo que podemos dizer que há 
maior índice de dano no grupo de pacientes cirróticos quando em 
comparação com o índice do grupo controle. Novamente, faz 
total sentido biológico o encontro desse resultado, pois podemos 
relacionar esse dano ao DNA ao cenário de estresse oxidativo a 
que esses pacientes estão submetidos. Ainda, há o agravante de 
alguns dos pacientes estarem infectados pelo HBV ou HCV, o 
que, por si só, fornece uma maior pressão aos componentes do 
núcleo celular, agravando o cenário de dano ao DNA que 
encontra-se presente nesses indivíduos.  
 Este resultado encontrado está em consonância com a 
literatura disponível, com estudos realmente mostrando maior 
índices de quebras ao DNA em pacientes cirróticos, se 
comparados com indivíduos saudáveis (Grossi et al., 2008; 
Shawki et al., 2014). 
 Além do teste do cometa, o segundo teste relizado a fim 
de determinar os níveis de danos ao DNA dos sujeitos da 
pesquisa foi o teste do micronúcleo com bloqueio da citocinese. 
Desse teste, foram retirados quatro resultados que indicam 
ações distintas, mas que em último caso corroboram a ideia de 
que a condição enfrentada pelos indivíduos cirróticos colabora 
para elevar o dano ao DNA nessas pessoas. 
 Dos quatro parâmetros, três tiveram aumento no grupo 
de pacientes cirróticos: Número de micronúcleos, número de 
pontes nucleoplasmáticas e número de brotos nucleares. 
 No parâmetro número de micronúcleos, há diferença na 
distribuição de dados entre os dois grupos. Micronúcleos são 
fragmentos de cromossomos ou mesmo cromossomos inteiros 
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que, por consequência de algum erro ocorrido na fase de divisão 
celular, acabam não ficando acoplados a nenhum dos dois 
núcleos formados durante a divisão, sendo expulsos e formando 
uma estrutura semelhante em cor e em formado de um núcleo, 
porém com um tamanho bastante reduzido. Esses erros podem 
ser induzidos por agentes externos ou internos e, no caso de 
indivíduos cirróticos, acredita-se que a condição fisiológica 
dessas pessoas induza a uma maior formação de micronúcleos.  
 Novamente, acredita-se que há uma relação entre o 
cenário de estresse oxidativo e essa maior produção de 
micronúcleos, tendo os indivíduos que são infectados pelo HBV 
ou HCV um maior agravamento de sua condição. Leite et al. 
(2014), em seu estudo, encontrou resultados semelhantes, com 
um maior número de micronúcleos em pacientes infectados com 
HCV ou HBV. 
 Ainda considerando o artigo de Leite et al. (2014), foram 
analisados também o número de pontes nucleoplasmáticas e de 
brotos nucleares, sendo encontrada diferença no número de 
pontes nucleoplasmáticas entre o grupo de pacientes e o grupo 
controle, e também foram encontradas diferenças entre o grupo 
de pacientes infectados pelo HBC e o grupo controle. No 
presente trabalho, estes dois parâmetros também foram 
analisados, sendo encontrada diferença estatística significativa 
em ambos os casos entre o grupo de indivíduos cirróticos e o 
grupo controle. 
 Pontes nucleoplasmáticas são formadas também por 
erros na divisão celular, com a formação de cromossomos 
dicênctricos e a consequente impossibilidade de divisão normal 
da célula. A maior formação desse tipo de cromossomo 
aberrante é um indicativo de pressões internas ou externas que 
levam à quebra cromossômica, e consequentes danos 
irreparáveis à celula que sofre esta quebra (Thomas, Umegaki e 
Fenech, 2003). No caso deste presente estudo, esse maior 
número de pontes nucleoplasmáticas nos indivíduos cirróticos é 
decorrente da sua condição, e esse resultado pode se somar ao 
que já foi apresentado até agora, como o maior número de 
micronúcleos, maior dano medido pelo ensaio cometa e maior 
índice de lipoperoxidação que econtra-se presente nesses 
indivíduos. 
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 Para completar, a existência de brotos nucleares é 
explicada pela superexpressão de alguns genes em decorrência 
de pressões externas, e o aumento do número de brotos 
nucleares nos pacientes com cirrose é mais um fator a se 
considerar, havendo grande relação entre a doença e esses 
fatores bioquímicos e genéticos descritos neste trabalho. 
 Esses resultados acima discutidos nos levam a 
considerar a importância das modificações moleculares e 
sistêmicas existentes em um indivíduo com falha hepática. O 
processo de desenvolvimento da cirrose é longo e, embora o 
protagonista desta condição seja o fígado, muitos efeitos 
sistêmicos são sentidos e encontram-se presentes, e isto pode 
ter um papel chave no estágio final da condição. 
 Um indivíduo com constante estresse oxidativo associado 
a elevados índices de danos celulares e danos ao material 
genético de suas células possui maiores chances de adquirir 
comorbidades a esta condição, sendo a mais grave delas o 
carcinoma hepatocelular, como destacado por Dutta e Mahato 
(2017).  
 Os testes de correlações realizados indicaram que há 
correlações entre o número de pontes nucleoplasmáticas e o 
número de brotos nucleares encontrados no grupo de pacientes 
cirróticos. Este é um dado interessante e esperado, pois o 
aumento de ambos os parâmetros está associado a uma maior 
pressão danosa ocorrente no núcleo celular. Os testes anteriores 
que comparavam grupos e variáveis de dano indicaram que há 
maior dano no grupo de pacientes cirróticos do que no grupo de 
indivíduos saudáveis, o que por si só já nos leva a inferir que 
existe uma maior pressão de dano no núcleo das células 
daqueles indivíduos. Esta maior pressão pode estar se 
manifestando com um maior número de quebras cromossômicas 
e formação de cromossomos dicênctricos, por exemplo, o que 
pode ser visualizado pela maior formação de pontes 
nucleoplasmáticas nos pacientes cirróticos. Ainda, esta pressão 
pode estar se manifestando com a superexpressão de genes que 
levam à maior produção de proteínas nucleares, que podem ser 
visualizadas através do maior número de brotos nucleares 
encontrados nos pacientes cirróticos. Ao interligar essas duas 
informações, a indicação de correlação entre as duas variáveis 
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acima citadas torna-se bastante plausível. O valor de r 
encontrado foi de apenas 0,53, o que pode ser considerado 
abaixo do esperado para esta situação. 
 Os valores de TBARS apresentaram correlação com o 
número de pontes e com o número de brotos nucleares. Em 
ambos os casos tivemos uma correlação encontrada ou 
tendenciosa, porém em ambos os casos o valor de r foi 
considerado regular (entre 0,25 e 0,5). O TBARS avalia a 
peroxidação lipídica, enquanto que o número de brotos e o 
número de pontes estão relacionados à danos nucleares e ao 
DNA. Esta correlação regular pode ser um indício que o estresse 
oxidativo tem sim importância frente ao dano ao DNA descrito, 
mas que não é o único e nem o mais importante fator a ser 
considerado nesta situação. 
 Por fim, o teste de correlações de Spearman encontrou 
uma correlação negativa (r = -0,412) entre o Índice Mitótico e o 
número de brotos nucleares nos pacientes com cirrose. Este 
resultado indica que, quanto maior o valor de Índice Mitótico do 
indivíduo, maior a tendência do número de brotos nucleares 
encontrados ser zero. Este resultado encontrado faz bastante 
sentido biológico, pois o Índice Mitótico é um valor que está 
relacionado à viabilidade celular e à sua capacidade de divisão. 
Quando encontra-se um fator que dificulta a correta divisão 
celular, este índice cai. E a correlação negativa entre o Índice 
Mitótico e um dos parâmetros que justamente indicam maior 
pressão de dano ao núcleo celular podem nos fazer inferir que 
esta é uma ligação importante no nosso cenário de cirrose. 
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7 CONCLUSÕES 
 
O presente estudo se propôs a responder algumas 
perguntas a respeito do cenário de estresse oxidativo e de 
dano ao DNA que acredita-se estar presente em pessoas 
que convivem com a cirrose descompensada, que é 
normalmente o estágio final da doença, quando há em geral 
um dano irreversível ao fígado desses pacientes e que leva 
muitos deles a óbito. As perguntas do trabalho eram se há 
um cenário de mais dano ao DNA e maior estresse oxidativo 
sistêmico nesses pacientes, quando comparados com os 
cenários de indivíduos saudáveis. 
Os resultados indicam que existe maiores níveis de dano 
ao DNA e um cenário de maior estresse oxidativo nos 
pacientes cirróticos que participaram do estudo, quando em 
comparação com os indivíduos saudáveis analisados.  
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Aprovação por parte do Comitê de Ética do 
projeto no qual está inserido o presente estudo: 
 
 
 
 
 
 
 
